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The Probable Role of GPR182 and CALCRL Genes in 
Endothelial Cells Dysfunction Caused by Hyperglycemia

[1] Core competencies for diabetes educators ... [2] G protein-coupled receptors as new 
therapeutic targets ... [3] Hydrops fetalis, cardiovascular defects, and embryonic lethality in 
mice lacking the ... [4] Glucose and diabetes: Effects on podocyte and glomerular p38MAPK, 
heat shock protein ... [5] Clerodendrum volubile inhibits key enzymes linked to type 2 
diabetes but induces cytotoxicity in human embryonic kidney ... [6] Hyperglycemia and 
endothelial dysfunction in atherosclerosis ... [7] Alterations in intercellular adhesion 
molecule 1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) ... [8] Endothelial 
mechanotransduction, nitric oxide ... [9] GPCR-mediated signaling of metabolites [10] 
ASGR1 but not FOXM1 expression decreases in the peripheral blood mononuclear ... [11] 
Oral diabetes medication and risk of dementia in ... [12] Activation of AMP-activated protein 
kinase alleviates high-glucose-induced dysfunction of brain microvascular ... [13] A practical 
note on the use ... [14] High glucose-induced hyperosmolarity impacts proliferation, 
cytoskeleton remodeling and migration of human induced ... [15] Soluble adhesion molecule 
E-selectin predicts cardiovascular events in Japanese patients with type 2 diabetes mellitus 
[16] Metformin improves endothelial function in ... [17] Astragaloside IV protects against 
hyperglycemia-induced vascular endothelial dysfunction by ... [18] Toll-like receptors 2 
and 4 mediate hyperglycemia induced macrovascular aortic endothelial ... [19] 
Cardiovascular effects of exogenous adrenomedullin and CGRP in Ramp and Calcrl deficient 
mice [20] The Ki‐67 protein: From the known and the ... [21] Twenty‐four‐hour variations 
in blood glucose level in Japanese type 2 ... [22] G-protein-coupled receptors (GPCRs) in the 
treatment of diabetes: Current ... [23] Dopamine D4 receptor protected against 
hyperglycemia ... [24] Didymin prevents hyperglycemia-induced human umbilical ... [25] 
MicroRNAs in hyperglycemia induced endothelial ... [26] Thymosin beta 4 attenuates PrP 
(106-126)-induced human brain ... [27] Telmisartan mitigates hyperglycemia-induced 
vascular inflammation by increasing GSK3β-Ser9 ... 

Hyperglycemia is a major cause of diabetes. Hyperglycemia-induced endothelial dysfunction 
is generally believed to be the basis of diabetic vascular complications such as retinopathy, 
nephropathy, and cardiovascular diseases. The most important molecules in endothelial cells 
that can sense elevated level of glucose and transmit signals into the cell are G protein-coupled 
receptors (GPCRs).
In the present study, according to bioinformatics analysis of genomic sequences between 
healthy and patient individuals, two G proteins GPR182 and CALCRL were selected and their 
expression levels were examined in hyperglycemic and normal conditions in HUVEC as a model 
of vascular endothelial cells at different glucose concentrations and various time intervals. 
In addition, the effects of hyperglycemia on cell viability and cell cytotoxicity were assessed 
by MTT and LDH assay, respectively, and also, morphological changes were evaluated by 
immunohistochemistry.
Overall, the results reveal a probable role for GPR182 and CALCRL genes in hyperglycemia-
induced endothelial dysfunction. Thus, they could be developed as potential molecular targets 
for the endothelial dysfunction therapy.
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  چکيده
وقوع هایپرگلایسمی عامل اصلی ایجاد بیماری دیابت است. به دنبال افزایش 

های مختلف بدن قند خون در بیماران مبتلا به دیابت عوارض عروقی در بافت
توان به رتینوپاتی، نفروپاتی و افزایش شدید دهد که از جمله آن میروی می

تغییرات به واسطه تغییر های قلبی اشاره کرد. عمده این ریسک ابتلا به بیماری
ترین دهد. از جمله مهمهای اندوتلیال درون رگ رخ میدر عملکرد سلول

های مربوطه را به کنند و سیگنالهایی که افزایش قند خون را حس میمولکول
  ها) هستند.GPCRپروتئین ( -Gهای دهند گیرندهداخل سلول انتقال می

های ژنومیک بین صل از مقایسه توالیدر مطالعه حاضر پس از بررسی نتایج حا
انتخاب شدند و  CALCRLو  GPR182پروتئین  - Gافراد سالم و بیمار، دو 

تغییرات سطح بیانی آنها در شرایط هایپرگلایسمی با شرایط طبیعی در 
ها و های اندوتلیال رگی در غلظتعنوان مدل سلولبه HUVECهای سلول
مانی بر این، تاثیر هایپرگلایسمی روی زنده های متفاوت بررسی شد. علاوهزمان
 LDH، افزایش سمیت سلولی با سنجش فعالیت آنزیم MTTها به کمک سلول

  و تغییرات مورفولوژیکی سلول از طریق ایمونوهیستوشیمی بررسی شد.
در اختلال  CALCRLو  GPR182نتایج حاصل حاکی از نقش احتمالی دو ژن 

توانند وسط هایپرگلایسمی است. بنابراین میعملکرد اندوتلیال القاشده ت
  مولکولی برای درمان اختلال اندوتلیال توسعه یابند. عنوان اهدافبه

، GPR182 ،CALCRLپروتئین،  - Gشونده با های جفتهایپرگلایسمی، گیرندهها: کلیدواژه
  اختلال عملکرد اندوتلیال
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  مقدمه
های از نظر فیزیولوژیکی، هایپرگلایسمی غالباً در اثر ناهنجاری

شود. افزایش قند خون باعث ایجاد تغییرات متابولیکی ایجاد می
های سازنده عروق خونی فنوتیپی و ژنتیکی در ساختمان سلول

غیرقابل برگشت است و منجر  شود. اثرات هایپرگلایسمی اغلبمی
. قرارگرفتن [2	,1]شودهای اندوتلیال میبه اختلال در عملکرد سلول
عنوان عامل اصلی در صورت مزمن بهدر معرض هایپرگلایسمی به

پاتوژنز عوارض جانبی دیابت مانند نفروپاتی، رتینوپاتی، نوروپاتی، 
واسطه  ه بهعروقی از جمله آترواسکلروز است ک - های قلبیبیماری

  .[4	,3]شودهای اندوتلیال ایجاد میاختلال در عملکرد سلول
های اندوتلیال ناشی از هایپرگلایسمی اختلال عملکرد سلول

واسطه اختلال در تولید اکسیدنیتریک، افزایش نفوذپذیری به 

های چسبندگی و افزایش مرگ اندوتلیال، افزایش بیان مولکول
های های اندوتلیال سلول. سلول5][شودسلولی شناسایی می

های خونی را ای هستند که سطح لومن رگسنگفرشی ساده
های عنوان واسط بین گردش خون و لایه داخلی رگمفروش و به

ها نسبت به تغییرات سطح قند کنند. این سلولخونی عمل می
  .[6]خون حساس هستند
سعه و دهنده برای توعنوان یک عامل شتابهایپرگلایسمی به

شود. با این حال ایجاد اختلال عروقی در دیابت شناخته می
های مولکولی آن به شکل دقیق شناخته شده نیست. مکانیزم

بنابراین، تشخیص زودرس و درمان موثر هایپرگلایسمی در ایجاد 
تاخیر در بروز عوارض عروق میکرو و همچنین پیشگیری از عوارض 

  .7][عروق ماکروی آن مفید خواهدبود
و  شدهشدت تنظیمهومئوستاز گلوکز یک فرآیند متابولیک به

شامل چندین مکانیزم فیزیولوژیک است و چندین بافت و اندام در 
 (GPCR)پروتئین  - Gشونده با های جفتآن درگیر هستند.گیرنده

در بسیاری از روندهای سلولی به میزان زیاد دخیل هستند. 
GPCRهای سطح سلول هستند و یکی ها بزرگترین خانواده گیرنده
سلولی است  - فرد آنها، بیان انتخابی بافتیهای منحصربهاز ویژگی

منظور کنترل ویژه غلظت گلوکز خون مورد و برخی از آنها به
یک اندام، بافت  GPCRsمحتوای  . اخیراً [8]گیرنداستفاده قرار می
های جزایر پانکراس و سایر بافت (GPCRome)یا سلول کامل 

است که مربوط به هومئوستاز گلوکز گزارش شده و ثابت شده 
های بتاپانکراس و مقاومت ها در عملکرد سلولGPCRتعدادی از 

در برابر انسولین و یا چاقی دخالت دارند. بنابراین مطالعه 
 تواند منجر به امکان توسعهها میعملکردی این دسته از پروتئین

درمان اختصاصی و هدفمند برای هایپرگلایسمی شود. مطالعات 
نشان داده است که  (NGS)یابی نسل بعدی مربوط به توالی

GPCR ها در بیماران مبتلا به دیابت در مقایسه با افراد سالم
	,9]دهندهای ژنتیکی نشان میتفاوت رو پس از انجام . از این [10

و  CALCRدو ژن  NGSهای دهآنالیزهای بیوانفورماتیکی روی دا
GPR182 هایی را در سطح عنوان کاندیدهایی که تفاوتبه

دهند، ژنومیک بین افراد مبتلا به دیابت با افراد معمولی نشان می
  انتخاب شدند.
 (AM)گیرنده آدرنومدولین  GPR182و  CALCRهر دو ژن 

هستند. آدرنومدولین یک پپتید چندمنظوره است که در گردش 
عنوان یک گشادکننده عروق شناخته وجود دارد و بهخون 
. سطح آدرنومدولین در جریان خون و در بسیاری از [11]استشده 

عروقی از جمله نارسایی قلبی افزایش  -های قلبیاشکال بیماری
کند. هدف کننده قلب و عروق را بازی مییابد و نقش محافظتمی

های مذکور در شرایط از مطالعه حاضر، بررسی تغییر بیان ژن
های اندوتلیال ورید بند ناف های سلولهایپرگلایسمی در سلول

عنوان ها بهو تاثیر آن بر عملکرد این سلول (HUVEC)انسانی 
  .[12]های خونی استهای جدار رگمدلی از سلول
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  هامواد و روش
  کشت سلول

در فلاسک  (HUVEC)های اندوتلیال ورید بند ناف انسانی سلول
T25  با استفاده از محیطDMEM )Dulbecco’s	Modified	

Eagle	 Medium ؛Gibco مولار میلی۵؛ ایالات متحده) حاوی
سرم جنین گاوی  %۱۰مولار، میلی۲گلوتامین  - Lگلوکز و با افزودن 

(FBS) ،۱% لیتر) و استرپتومایسین واحد بر میلی۱۰۰سیلین (پنی
 C۳۷°اکسیدکربن در دی %۵لیتر) با حضور گرم بر میلیمیلی۱۰۰(

  های بعدی استفاده شدند.رشد داده و برای انجام آزمایش
  ها در حضور گلوکزمانی سلولبررسی زنده

های منظور بررسی اثر هایپرگلایسمی بر رشد و تکثیر سلولبه
استفاده شد. این  MTTسنجی اندوتلیال رگ بند ناف از روش رنگ

روش مبتنی بر شکستن نمک تترازولیوم توسط آنزیم 
  .[13]های زنده استدهیدروژناز میتوکندریایی سلولسوکسینات

خانه ٩٦های یک پلیت سلول در چاهک ٥×٣١٠طور کلی تعداد به
، ۱۵، ۱۰، ۵های با غلظت %٧٠ها در تراکم شد. سلولکشت داده 

ساعت  ٧٢و  ٤٨، ٢٤های برای زمان وکزمولار گلمیلی۷۰و  ۴۰، ۲۵
های ذکرشده به هر خانه انکوبه شدند. پس از گذشت زمان

لیتر اضافه گرم بر میلیمیلی٥با غلظت  MTTمیکرولیتر نمک ٢٠
و  C۳۷°ساعت در تاریکی در انکوباتور  ٤شد و پلیت به مدت 

قرار گرفت. سپس محیط کشت حاوی  اکسیدکربندی %٥غلظت 
MTT میکرولیتر ٢٠٠دقت خارج و به هر خانه به
رنگ شدن رسوب ارغوانیبرای حل (DMSO)سولفوکسید متیلدی

دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق و  ١٠فورمازان اضافه شد. پس از 
، جذب نوری هر چاهک با DMSOشدن رسوب فورمازان در حل

ر طول ؛ ایالات متحده) دBiotekاستفاده از دستگاه الایزاریدر (
  نانومتر قرائت شد.۵۷۰موج 

شده برای هر غلظت محاسبه و سپس برای بررسی جذب نرمال
داری تفاوت بین مقدار جذب تیمارها با کنترل، تست آماری معنی

	Dunnett)تحلیل واریانس دوطرفه  test) .آنالیز با  انجام شد
	GraphPadافزار استفاده از نرم Prism	 انجام گرفت.  7.04

  برای هر غلظت حداقل در سه تکرار انجام شد.آزمایش 
  سنجش سمیت سلولی

دهیدروژناز سمیت سلولی با انتشار آنزیم سیتوپلاسمی لاکتات
(LDH) ها به محیط کشت سلول پس از تیمار با گلوکز در غلظت
به نام  LDHهای مختلف با استفاده از کیت سنجش و زمان

CyQUANT™ )TMInvitrogen(گیری شد. اندازه ؛ ایالات متحده
 ۱۰۰۰ها (صفر تا سازی سریال سلولبدین منظور دو مجموعه رقیق

تکرار در پلیت  ۳میکرولیتر محیط کشت) تهیه شد و با ۱۰۰سلول/
خانه کشت داده شدند. پس از انجام لیز سلولی، یک دسته از ۹۶

دهیدروژناز آزاد گیری حداکثر میزان لاکتاتها برای اندازهاین سلول
دهیدروژنازی گیری میزان لاکتاتو مجموعه دیگر برای اندازهشد 
  شد.شود استفاده صورت ذاتی از سلول آزاد میکه به

انکوبه شدند.  C۳۷°ها به مدت یک شب در انکوباتور سپس سلول

گیری میزان هایی که برای اندازهبه مجموعه سلول
استریل اضافه  میکرولیتر آب۱۰دهیدروژناز ذاتی سلول بودند لاکتات

گیری میزان حداکثری هایی که برای اندازهو به مجموعه سلول
LDH  ،میکرولیتر بافر لیز ۱۰در نظر گرفته شدندX۱۰  اضافه شد و

  قرار گرفت. C۳۷°دقیقه در انکوباتور  ۴۵پلیت به مدت 
های میکرولیتر از محیط کشت هر نمونه (نمونه۵۰پس از آن 

های کنترل برای تی سلول و نمونهذا LDHکنترل برای فعالیت 
شد و خانه انتقال داده ۹۶) به یک پلیت LDHفعالیت حداکثری 

ها با استفاده از دستگاه الایزاریدر در طول در نهایت جذب نمونه
براساس دستورالعمل  LDHنانومتر خوانده شد. ارزیابی مقدار ۴۹۰

	Prism	GraphPadافزار با استفاده از نرمشرکت سازنده کیت و 

  انجام گرفت. 7.04
	(cDNA)مکمل  DNAو سنتز  RNAاستخراج 

های تحت های مورد نظر در سلولمنظور بررسی میزان بیان ژنبه
های کنترل ها و سلولاز این سلول RNAتیمار با گلوکز، استخراج 

؛ کره جنوبی) و RiboEx )GeneAllانجام شد. برای استخراج از 
وشوی پس از شستاستفاده شد. دستورالعمل شرکت سازنده 

RNA دور در ٧٥٠٠سانتریفیوژ با سرعت شده در الکل کل استخراج
و رسوب در  انجام C٤°دقیقه در دمای  ١٠دقیقه به مدت 

پیروکربنات اتیلتیمارشده با دی میکرولیتر آب دیونیزه٣٠
(DEPC) .حل شد  

 نگهداری C٢٠° شده تا زمان استفاده در دمایاستخراج RNAنمونه 
به ترتیب توسط الکتروفورز روی  RNAشد. کیفیت و کمیت این 

	Thermoژل و دستگاه اسپکتروفوتومتر ( Fisher	 Scientific ؛
مکمل  DNAایالات متحده) مورد سنجش قرار گرفت. سپس سنتز 

  ؛ کره جنوبی) انجام شد.cDNA )Biofactتوسط کیت سنتز 
کل و  RNAمیکروگرم ۳با استفاده از  cDNAساخت کتابخانه 
؛ آلمان) مطابق Metabionو رندوم هگزامر ( dTپرایمرهای الیگو

با دستورالعمل کیت شرکت سازنده انجام شد. واکنش با استفاده از 
دقیقه انجام  ۶۰بردار معکوس به مدت واحد آنزیم رونوشت ۲۰۰
  شد.

 

  طراحی پرایمر
بانک ژن  از CALCRL و GPR182 هایتوالی ترانسکریپت ژن

های مختلف استخراج و پس از یافتن نواحی مشترک بین واریانت
	Oligoافزار طراحی پرایمر با استفاده از نرم )CALCRL (در مورد ژن

	NCBIانجام شد. سپس با استفاده از  7 BLAST  از
(جدول حاصل شد ن طمیناایمرها اپرل تصاامحل دن ختصاصیبوا
۱.(  

 

  qRT‐PCRانجام 
های هدف به بعد از انجام الکتروفورز محصولات، بررسی بیان ژن

انجام شد. برای این منظور از مسترمیکس  qPCRکمک تکنیک 
های هدف و )، پرایمرهای اختصاصی برای ژنX۵اواگرین (

عنوان کنترل داخلی استفاده شد. ابتدا پرایمرهای ژن اکتین به
مونه در هر شده به ازای هر نمخلوطی با مقادیر مشخص



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ همکارانو  یرضائ نبیز ۲۵۲

   ۱۳۹۹ بهار، ۲، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                               مدرس تیدانشگاه ترب یفناورستیز

میکرولیتر مسترمیکس ۲میکروتیوب تهیه شد. این مخلوط شامل 
پرایمر پیکومولار ٠/، (F)پرایمر رفت پیکومولار ٤/٠ )،X۵اواگرین (
تا حجم  و افزودن آب دیونیزه cDNA نانوگرم۲۰، (R) برگشت
ها به پلیت کردن، مخلوطبود. پس از آماده میکرولیتر۱۰نهایی 

	Real‐Timeمخصوص  PCR  منتقل شدند. سپس پلیت در
؛ Fisher	BioSystem )Thermo	Applied	StepOneدستگاه 

و  ΔCT–۲بیان ژن با استفاده از  ایالات متحده) قرار داده شد. آنالیز
انجام شد و برای آنالیز  ΔΔCT -۲مقدار بیان نسبی به کمک فرمول 

  استفاده شد. 7.04	Prism	GraphPadافزار آماری از نرم
  آمیزینوهیستوشیمی و رنگایمو
در اثر تیمار  HUVECمنظور بررسی تغییرات مورفولوژیکی سلول به

شد. برای ارزیابی با گلوکز از تکنیک ایمونوهیستوشیمی استفاده 
ساعت تیمار  ۲۴مولار به مدت میلی۲۵سلول با گلوکز  ۳×۳۱۰تعداد 

بادی اولیه ها پس از تثبیت با پارافرمالدهید، با آنتیشدند. سلول
ki67 )Abcam ؛ انگلستان) به مدت یک شب انکوبه شدند و

؛ آلمان) 635 )Abberior	fluor	Alexaبادی ثانویه سپس آنتی
الات متحده) و ؛ ای™Invitrogenهمراه با سیتوکس گرین (

؛ انگلستان) Abcam( ۴۰۵ فلوئورآی -فالوئیدین سلول کنندهرنگ
ها اضافه شد. تصویربرداری به کمک میکروسکوپ لایکا به سلول

DM6000B )Leicaانجام شد. برای بررسی اثر تیمار ؛ آلمان (
افزار گلوکز بر قطر هسته و مورفولوژی اسکلت سلولی از نرم

ImageJ	1.51 شد. استفاده  
  

	پرایمرهای مورد استفاده )۱جدول 

  توالی پرایمر	نام پرایمر
 اندازه محصول

  (جفت باز)
 دمای ذوب
(°C)	

CALCRL	F  
5ʹ	

GTGCTGATTCCATGGCGA
CCTG	3ʹ	

۲۰۰ ۶۰ 

CALCRL	R  5ʹAGTGTTCACTAGGACA
GTCATG	3ʹ 

۲۰۰ ۶۰ 

GPR182	F  5ʹTGAGCTTTCAGGCACAC
CA	3ʹ 

۱۸۰ ۵۸ 

GPR182	R  5ʹCCACGAGTGCTTTGACC
CT	3ʹ 

۱۸۰ ۵۸ 

  

  هایافته
  HUVECبررسی اثر گلوکز بر رشد سلول 
، یک روند مهار رشد HUVECهای نتایج تیمار گلوکز بر سلول

های اندوتلیال وابسته به غلظت و زمان را نشان داد. به سلول
 ۲۴مهار رشد نسبت به زمان  ۷۲و  ۴۸های ای که در زمانگونه

ها وابسته دهنده کاهش توانایی زیستی سلولبیشتر بود که نشان
ها مولار مهار رشد سلولمیلی۴۰به زمان است. در غلظت بیش از 

مولار نسبت به میلی۲۵داد. همچنین، غلظت  شانافزایش ن
مولار کمترین اثر را بر رشد و بقای میلی۷۰و  ۴۰های غلظت
ها نسبت به ها اعمال کرد. در این غلظت روند رشد سلولسلول

  ).۱داری نداشت (نمودار حالت کنترل کاهش معنی

  

  
  HUVECهای نتایج تیمار گلوکز بر سلول )۱نمودار 

  
  اثر گلوکز بر سمیت سلولیبررسی 

دهیدروژناز نشان داد که میزان سمیت نتایج سنجش میزان لاکتات
صورت وابسته به غلظت و زمان افزایش سلولی در تیمار با گلوکز به

مولار) میلی۷۰تا  ۵یابد. به این صورت که با افزایش غلظت (از می
سلولی ساعت)، میزان سمیت  ۷۲تا  ۲۴و مدت زمان تیمار (از 

دهیدروژناز) افزایش پیدا کرد. بیشترین میزان (آزادسازی لاکتات
مولار در میلی۷۰بود که در غلظت  %۷/۲۵شده، سمیت مشاهده

مولار گلوکز میلی۲۵ساعته مشاهده شد. همچنین غلظت ۷۲تیمار 
میزان  %۹/۱۴و  ۳/۱۱، ۴/۳ساعت به ترتیب  ۷۲و  ۴۸، ۲۴در 

). از این رو با توجه به ۲مودار سمیت سلولی را افزایش داد (ن
مولار میلی۲۵نتایج حاصل و همخوانی آن با سایر مطالعات غلظت 

که معادل غلظت گلوکز در خون افراد دیابتی است برای سایر 
  ها انتخاب شد.بررسی

  شده روی ژل آگارزاستخراج RNAبررسی کیفیت 
الکتروفورز  %۱شده روی ژل آگارز استخراج RNA به همین منظور

قابل تشخیص بودند که  S۲۸و  S۱۸شد. به این ترتیب باندهای 
شده بود. همچنین استخراج RNAکیفیت مناسب  نشان دهنده

  ).۱عدم مشاهده باند اضافی بیانگر خلوص آن بود (شکل 
  در تیمار با گلوکز GPR182و  CALCRLبررسی بیان ژن 

 CALCRL ژن بیان بررسی در سلولی، سمیت تست نتایج به توجه با

ترتیب  به مولارمیلی۲۵ غلظت با گلوکز با ساعته۴۸ و ۲۴ تیمار در
دار نسبت به حالت افزایش بیان معنی p= ۰۴۵۹/۰و  p= ۰۰۳۲/۰با 

). این افزایش بیان در مورد ژن ۳کنترل را نشان داد (نمودار 
GPR182 )۰۰۶۳/۰ =p  ۰۰۱۴/۰ساعته و ۲۴برای تیمار =p  برای

ساعته) نیز مشاهده شد که این تغییر در سطح بیان این ۴۸تیمار 
  ).۴تواند بیانگر پاسخ آنها به گلوکز باشد (نمودار دو ژن می

  
  

٠

٢٠
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۵ ۱۰ ۲۵ ۴۰ ۵۵ ۷۰

ل  
لو
 س
یی
ستا
زی

)
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(

)میلی مولار(غلظت گلوکز 

ساعت 24تیمار 
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ساعت 72تیمار 
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  (الف)

  
  (ب)

  
؛ الف) ترسیم HUVECبررسی اثر تیمار گلوکز بر سمیت سلول  )۲نمودار 

  ستونی؛ ب) ترسیم خطی
  

  
  HUVECشده از سلول استخراج RNAای از نمونه )۱شکل 

  

  (الف)

  
  (ب)

  
مولار؛ الف) تغییر میلی۲۵در تیمار با گلوکز  CALCRLتغییر بیان ژن  )۳نمودار 

در  CALCRLساعته با گلوکز؛ ب) تغییر بیان ژن ۲۴در تیمار  CALCRLبیان ژن 
 >۰۱/۰pو  >۰۵/۰pدهنده ساعته با گلوکز؛ * و ** به ترتیب نشان ۴۸تیمار 

	هستند.

  
  (الف)

  
  (ب)

 
میلی مولار؛ الف) تغییر ۲۵در تیمار با گلوکز  GPR182تغییر بیان ژن  )۴نمودار 

دهنده ساعته با گلوکز؛ ** نشان۴۸ساعته و ب) ۲۴در تیمار  GPR182بیان ژن 
۰۱/۰p< .است  
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  تاثیر گلوکز بر مورفولوژی سلول
های منظور بررسی اثر تیمار گلوکز بر شکل ظاهری سلولبه

HUVEC شد. در این مطالعه  از تست ایمونوهیستوشیمی استفاده
برای بررسی مورفولوژی سلول سه سیگنال رنگ وجود داشت. 

های زنده هسته سلول دهندهسیگنال سبز (سیتوکس گرین) نشان
افزار تفاده از نرمهای سبزرنگ با اسبود که از مقایسه سیگنال

Image	 J	 های تیمارنشده با های کنترل (سلولبین سلول 1.51
مولار) مشخص شد که هسته میلی۲۵گلوکز) و تیمارشده با گلوکز (

های کنترل کوچکتر و اند نسبت به سلولهایی که تیمار شدهسلول
دهنده نشان (phalloidin)بودند. سیگنال آبی تر شده چروکیده
های ها در سلوللولی اکتین بود که بررسی این سیگنالاسکلت س

داد که بازآرایی اسکلت سلولی اکتین اتفاق افتاده تیمارشده نشان 
یافته و  تر شده، کنار یکدیگر تجمعها به هم نزدیکاست و سلول
دهنده نشان (ki67)اند. سیگنال نارنجی ای ایجاد کردهحالت توده

	Imageافزار فعال دارند. با استفاده از نرمهایی بود که تکثیر سلول

J	 های سیگنالki67  در دو حالت کنترل و تیمار بررسی و
 %۸۵های فعال در تیمار با گلوکز از شد که تعداد سلول مشاهده
  ).۲بود (شکل  کاهش یافته %۳۰های کنترل به در سلول

 

  
؛ الف) HUVECبررسی اثر تیمار با گلوکز بر مورفولوژی سلول  )۲شکل 
هایی که گلوکز اند؛ ب) سلولهای کنترل که با گلوکز تیمار نشدهسلول
  اند.ساعت دریافت کرده ۲۴مولار را به مدت میلی۲۵

 

  گیریبحث و نتیجه
ترین عامل خطر برای اختلال هایپرگلایسمی مشخصه و مهم

عملکرد اندوتلیال و عوارض عروقی است. در شرایط طبیعی 
منظور حفظ یکپارچگی عروقی ، سطح گلوکز خون بهفیزیولوژیکی

 سطح که هایپرگلایسمی شرایط در ، اما[14]شوددقت تنظیم میبه
 ،۲ نوع دیابت مانند است فیزیولوژیک غلظت از بالاتر خون گلوکز
  .[15]شودمی مختل اندوتلیال هایسلول عملکرد

عوارض عروقی ناشی از هایپرگلایسمی به یکی از 
است که باعث افزایش برانگیزترین اختلالات تبدیل شده چالش

ها و ایجاد عوارض مختلف برای بیماران خطر ابتلا به بیماری
طور معمول، اثرات مخرب هایپرگلایسمی به دو بخش شود. بهمی

شوند. عوارض عروق عوارض عروق ماکرو و میکرو تقسیم می
پاتی است، در حالی که میکرو شامل رتینوپاتی، نفروپاتی و نورو

عوارض عروق ماکرو شامل سکته مغزی، بیماری عروق کرونر و 
  .[16]بیماری شریانی محیطی است

های در حال حاضر نشانگرهای زیستی (بیومارکرها)، داروها و روش
درمانی موجود در مورد عوارض عروقی ناشی از هایپرگلایسمی در 

اری موثر نیستند و دسترس هستند، اما در تشخیص و درمان بیم
های مولکولی این دهد که هنوز درک از مکانیزماین نشان می

  .[17]اختلال متابولیکی ناقص است
رسانی مختلف و هایپرگلایسمی باعث تداخل بین مسیرهای پیام

شود که در اختلال عملکرد های تنظیمی در اندوتلیوم میپروتئین
کننده دارد. عییناندوتلیال و درنتیجه عوارض عروقی نقشی ت

برای  ۲۰۰۰و اوایل دهه  ۱۹۹۰اختلال عملکرد اندوتلیال در دهه 
درمان نارسایی قلبی مورد توجه بود. امروزه نیز این اختلال 

های متابولیک محسوب عنوان یک مشخصه در بیماریبه
  .[18]شودمی

ها نقش های اندوتلیال در عملکرد این سلولهای سلولگیرنده
ها به هم ها در چسبندگی سلولدارند. این گیرنده بسیار مهمی

عنوان سنسور یا حسگر به کنند و بهنقش مهمی ایفا می
های عصبی، دهندههای مختلفی از جمله لیپید، انتقالمولکول

های سطح دهند. از بین گیرندههورمون و گلوکز پاسخ می
مهمی های دلیل فراوانی و نقشها بهGPCRهای اندوتلیال سلول

  .[20	,19]کنند از اهمیت بالایی برخوردار هستندکه ایفا می
منتخب  GPCRدر مطالعه حاضر نشان داده شد که بیان دو 

GPR182  وCALCRL  مولار در دو بازه میلی۲۵در تیمار با گلوکز
ساعت نسبت به حالت کنترل افزایش یافت. به دلیل  ۴۸و  ۲۴

هستند و در سطح  های غشاییگیرنده GPCRاینکه این دو 
های اندوتلیال حضور دارند در ارتباط مستقیم با تغییراتی سلول

دهد. از جمله این تغییرات افزایش هستند که در خون رخ می
مولار) در خون در شرایط هایپیرگلایسمی میلی۲۵میزان گلوکز (

است. افزایش میزان گلوکز در شرایط هایپرگلایسمی همیشه 
های بالاتر از این مقدار و در بیماران در غلظتمولار نیست میلی۲۵

گزارش شده است. در این مطالعه از آنجایی که محدوده نزدیک به 
مولار کمترین اثر سمیت آنی را داشت و اثر میلی۲۵غلظت 
مدت گلوکز نیز اغلب ناشی از این غلظت است، از آن برای طولانی

این مطالعه افزایش . در [21]شدهای بعدی استفاده انجام آزمایش
ها به تواند بیانگر پاسخ این گیرندهشده میبیان مشاهده

رسانی تواند مسیرهای پیامهایپرگلایسمی باشد. افزایش بیان می
شوند را تحت تاثیر دستی که توسط این دو گیرنده فعال میپایین

های توانند بر عملکرد سلولقرار دهد. همچنین این مسیرها می
را تاثیر بگذارند و در ایجاد اختلال عملکرد اندوتلیال  اندوتلیال

  نقش داشته باشند.
های اندوتلیال در اند که زمانی که سلولمطالعات نشان داده

گیرند میزان تولید و ترشح معرض غلظت بالای گلوکز قرار می
یابد. به دنبال کاهش اکسید در آنها کاهش مینیتریک
درون  (ROS)پذیر اکسیژن ی واکنشهااکسید میزان گونهنیتریک
تواند سبب می ROSیابد. های اندوتلیال افزایش میسلول
شده در شود که یکی از فاکتورهای شناخته ۳سازی کاسپازفعال
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روند مرگ آپاپتوتیک است. تمامی فرآیندهای ذکرشده منجر به 
	,22]شوندمانی و افزایش سمیت سلولی میکاهش زنده که در  [23

مانی سلول با استفاده از تست طالعه نیز کاهش میزان زندهاین م
MTT  و همچنین سنجشLDH .نشان داده شد	

های اندوتلیال یکی دیگر از تاثیراتی که هایپرگلایسمی بر سلول
گذارد کاهش میزان اتصالات محکم است. اتصالات محکم با می

ترین آنها اسکلت سلولی اکتین در ارتباط هستند که مهم
و آکلودین است که در ارتباط مستقیم با  (ZO‐1) نولاآکلودنسزو

اسکلت سلولی قرار دارند. کاهش میزان این اتصالات بر اسکلت 
. همچنین 24]‐[26شودگذارد و سبب بازآرایی آن میسلولی تاثیر می

نیز نشان  (iPS)های بنیادی پرتوان القاشده مطالعه روی سلول
یسمی موجب بازآرایی اسکلت سلولی داده است که القای هایپرگلا
. تغییرات موجود در اسکلت [27]شوداکتین و مهاجرت سلولی می

تواند ناشی سلولی اکتین و مهاجرت سلولی در این مطالعه نیز می
های اندوتلیال از تاثیر هایپرگلایسمی بر اتصالات محکم سلول

	باشد.
از جوانب های اندوتلیال در این مطالعه اختلال عملکرد سلول

بار نقش احتمالی مختلفی مورد بررسی قرار گرفت و برای نخستین
) در این اختلال عملکرد CALCRLو  GPCR )GPR182دو 

ارزیابی شد. برای تایید نقش این دو گیرنده در اختلال عملکرد 
های های اندوتلیال مطالعات بیشتری در سطح بالینی و مدلسلول

ی این مطالعه نشان داد که دو ژن طور کلحیوانی نیاز است. به
GPR182  وCALCRL های توانند در اختلال عملکرد سلولمی

ها در GPCRاندوتلیال دخیل باشند. این موضوع بیانگر اهمیت 
عنوان اهداف های اندوتلیال و استفاده از آنها بهعملکرد سلول
  درمانی است.
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